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Penyakit degeneratif seperti kanker, penuaian dini dan jantung dapat disebabkan oleh 
adanya radikal bebas. Radikal bebas memiliki satu rantai yang tidak memiliki pasangan electron 
sehingga sangat reaktif untuk mencari pasangan electron pada sel yang normal. Ikatan ini dapat 
menganggu sinyal sel sehingga terjadilah kerusakan sel pada sel normal. Radikal bebas dapat 
ditangkal dengan adanya bahan antioksidan. Melihat kandungan polifenol dan flavonoid pada 
propolis pada penelitian sebelumnya, maka ditelitilah aktivitas antioksidan dari propolis ini. 
Penelitian ini bertujuan untuk menentukan besarnya aktivitas ekstrak etanol propolis berdasarkan 
dari nilai IC50 (Inhibition Consentrasi) menggunakan metode DPPH. Ekstrak etanol propolis 
dibuat dalam konsentrasi 400 µg/ml, 800 µg/ml, 1200 µg/ml, 1400 µg/ml, 1600 µg/ml, 1800 
µg/ml dan 2000 µg/ml sedangkan vitamin C dibuat dalam konsentrasi 10 µg/ml, 20 µg/ml, 30 
µg/ml, 40 µg/ml, dan 50 µg/ml. Masing-masing seri ditambahkan DPPH 40 µg/ml dan diinkubasi 
selama 30 menit. Sampel diukur pada spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 516 nm. 
Nilai IC50 yang diperoleh adalah 1216.66 µg/ml dan nilai IC50 Vitamin C adalah 13.7658 µg/ml. 
Dari hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol propolis termasuk dalam kategori tidak aktif 
dibandingkan dengan vitamin C. 
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PENDAHULUAN 
Radikal bebas merupakan produk 
dari hasil metabolisme selular. diproduksi 
dari sel-sel seperti mitokondria, peroxisome, 
dan reticulum endoplasma, dimana oksigen 
dihasilkan sangat banyak. Radikal bebas 
mengandung satu atau lebih electron yang 
tidak berpasangan sehingga elekron ini tidak 
stabil, memiliki rentang bertahan yang 
pendek dan sangat reaktif. Karena 
kereaktifan tinggi dari electron ini, radikal 
bebas dapat merebut electron dari bahan 
yang memiliki stabilitas yang rendah, 
kemudian menyerang molekul yang 
kehilangan elekron dan membentuk rantai 
reaksi yang kuat sehingga dapat merusak sel 
yang hidup (Mukherji SM, 2001). 
Dengan kereaktifan radikal bebas 
dalam mengikat electron, maka radikal 
bebas dapat mengakibatkan banyak 
kerusakan pada sel sehingga dapat 
menimbulkan banyak penyakit degenerative 
diantaranya kanker, penuaan dini, diabetes 
mellitus, jantung dan lain-lain. Sebenarnya 
tubuh memiliki system imun yang baik 
dalam melawan radikal bebas, namun 
kondisi lingkungan yang tidak sehat dapat 
membuat system imun di tubuh menjadi 
kurang tanggap, sehingga diperlukan bahan 
dari luar tubuh untuk membantu system 
imun alami tubuh dalam memerangi radikal 
bebas yang disebut antioksidan agent.  
Alam telah menyiapkan bahan-
bahan yang mengandung zat-zat yang 
berpotensi sebagai antioksidan agent. Salah 
satunya adalah propolis. Propolis merupakan 
bahan resin yang dikumpulkan oleh lebah 
yang bercampur dengan air liurnya. Propolis 
digunakan oleh lebah sebagai benteng 
pertahanan untuk bertahan hidup (Pietta, 
2002). 
Propolis mengandung banyak 
metabolit sekunder yang dapat digunakan 
sebagai antioksidan diantaranya polifenol 
(flavonoid, asam fenolik dan esternya), 
terpenoid, asam amino dan steroid 
(Kumazawa et al., 2004).  
Santi Sinala, 2016 telah meneliti 
total polifenol dan total flavonoid dari 
propolis yang diambil di kota Makassar, 
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dimana ekstrak etanol 70% propolis tersebut 
yang diperoleh dengan maserasi bertingkat 
dengan n-heksan memiliki total Polifenol 
sebesar 6,64% dan total flavonoid sebesar 
4,69%. Kandungan polifenol ini dapat 
menghambat enzim spesifik, menstimulasi 
beberapa hormone dan neurotransmitter, 
melawan radikal bebas dan mencegah 
pertumbuhan mikroorganisme (Cao et al, 
2004; Sforcin, 2007). 
Melihat adanya kandungan 
polifenol dari propolis di atas, maka akan 
dilakukan uji dalam menentukan aktivitas 
antioksidan ekstrak etanol propolis dari Kota 
Makassar. 
Berdasarkan latar belakang di atas 
maka rumusan masalah adalah bagaimana 
aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol 
propolis secara in vitro dengan metode 
DPPH (1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil)? 
Tujuan dari penelitian ini adalah 
menentukan aktivitas antioksidan dari 
ekstrak etanol propolis. 
 
METODE 
Rancangan dan Lokasi Penelitian 
Penelitian ini adalah penelitian 
eksperimental menggunakan alat 
pengukuran yaitu Spektrofotometer UV Vis. 
Penelitian ini dilakukan pada bulan Juli – 
Agustus 2018 di Laboratorium Kimia 
Jurusan Farmasi Poltekkes Kemenkes 
Makassar. 
 
Alat dan Bahan 
Alat-alat yang digunakan adalah 
seperangkat alat maserasi, timbangan 
analitik, rotavapor, penangas air, freeze 
dyer, alat-alat gelas, Spektrofotometer UV-
Vis. Bahan-bahan yang digunakan raw 
propolis, n-heksan, air suling, etanol 70 %, 
etanol 96%, DPPH dan Vitamin C. 
 
Penyiapan Sampel 
a. Pengambilan Sampel 
 Sampel raw propolis diperoleh 
dari Fakultas Kehutanan Universitas 
Hasanuddin pada bulan Juli 2018. 
 
b. Pengolahan Sampel 
Raw propolis dimasukkan ke 
dalam freezer hingga membeku. Setelah 
membeku, propolis dipotong kecil-kecil 
dan diserbukkan, lalu diekstraksi. 
 
c. Ekstraksi 
Propolis yang telah 
diserbukkan ditimbang sebanyak 100 
gram lalu diekstraksi secara maserasi 
dengan n-heksan sebanyak satu liter 
selama 1 x 24 jam dengan bantuan 
magnetik stirer. Proses maserasi 
diulangi sebanyak tiga kali sehingga 
diperoleh pelarut n-heksan menjadi 
bening dan residu bebas lemak. Filtrat 
lalu diuapkan dengan rotavapor hingga 
diperoleh ekstrak n-heksan kental 
kemudian dikeringkan di dalam vakum 
desikator. 
Residu hasil ekstraksi n-heksan 
dimaserasi dengan etanol 70% sebanyak 
500 ml selama 1 x 24 jam dengan 
bantuan magnetik stirer. Proses 
maserasi diulangi sebanyak tiga kali. 
Filtrat lalu diuapkan dengan rotavapor 
kemudian dikeringkan di freeze dryer 
sehingga diperoleh ekstrak kental. 
 
Pengukuran Sampel (Penentuan Nilai 
SPF) 
a. Pembuatan Larutan DPPH 40 µg/ml 
Larutan DPPH 40 µg/ml dibuat 
dengan menimbang sebanyak 40 mg 
DPPH dilarutkan dalam etanol 96% 
hingga 1000 mL. 
b. Pembuatan Kurva Baku 
Sebanyak 4 mL larutan DPPH 
40 µg/ml ditambahkan dengan 1 mL 
etanol 96% ke dalam vial, kemudian 
diukur absorbansinya pada rentang 
panjang gelombang 400 nm-800 nm. 
Akan diperoleh panjang gelombang 
maksimum dan nilai absorbansi larutan 
standar DPPH 40 µg/ml. 
c. Pembuatan dan Pengukuran Larutan 
Vitamin C 
Ditimbang vitamin C baku 
1000 µg/ml sebanyak 100 mg dan 
dilarutkan dengan etanol 96% hingga 
100 mL. Dibuat pengenceran larutan 
Vitamin C dari larutan stock 10 µg/ml, 
20 µg/ml, 30 µg/ml, 40 µg/ml, dan 50 
µg/ml. Pengenceran ini masing-masing 
ditambahkan 4 mL larutan DPPH 40 
µg/ml dalam vial. Larutan diinkubasi 
selama 30 menit, kemudian diukur 
absorbansinya pada panjang gelombang 
maksimum larutan DPPH 40 µg/ml. 
 
 
d. Pembuatan Larutan Baku 
Dibuat larutan stock 20000 
µg/ml  dengan melarutkan 100 mg 
sampel ekstrak etanol propolis sebanyak 
50 ml pada labu ukur 50 ml dengan 
etanol 96%. Kemudian dibuat 
pengenceran konsentrasi sampel 400 
µg/ml, 800 µg/ml, 1200 µg/ml, 1400 
µg/ml, 1600 µg/ml, 1800 µg/ml dan 
2000 µg/ml. Pengenceran ini masing-
masing ditambahkan 4 mL larutan 
DPPH 40 µg/ml dalam vial. Larutan 
diinkubasi selama 30 menit, kemudian 
diukur absorbansinya pada panjang 




Nilai IC50 diperoleh dengan 
persamaan regresi linear yang menyatakan 
antara hubungan konsentrasi ekstrak dengan 
sebagai sumbu x dan persen penangkapan 
radikal sebagai sumbu y. 
 
HASIL  
Dari penelitian ini diperoleh hasil 
berupa ekstrak yang terdiri dari ekstrak n-
heksan dan ekstrak etanol. Secara lengkap 
dapat dilihat pada tabel 1. Berdasarkan 
penelitian yang telah dilakukan, hasil 
pengukuran aktivitas antioksidan ekstrak 
etanol propolis yang diperoleh dapat dilihat 
pada tabel 2. 
 
PEMBAHASAN 
Propolis merupakan kumpulan 
metabolit-metabolit dari lebah, berisikan 
secret dari lebah, air liur, hasil buangan dan 
getah-getahan dari pohon. Raw propolis 
berwarna coklat kehitaman, dengan 
konsistensi yang keras seperti getah.  
Untuk memperoleh ekstrak etanol 
propolis, raw propolis dipotong kecil 
kemudian diekstraksi secara bertingkat 
menggunakan pelarut heksan dan etanol 
70%. Maserasi bertingkat dengan pelarut n-
heksan dan etanol 70% digunakan dalam 
mengekstraksi propolis dengan tujuan 
memisahkan senyawa-senyawa non polar 
yang akan ditarik oleh pelarut n-heksan 
seperti lemak-lemak dan getah. Hal ini 
terlihat pada rendamen yang dihasilkan oleh 
pelarut n-heksan dimana beratnya mencapai 
1485,80 gram. Sedangkan pelarut etanol 
70% akan menarik senyawa non polar dan 
polar karena etanol 70% merupakan pelarut 
semipolar. Pada penelitian ini ekstrak etanol 
yang akan ditentukan nilai SPF nya karena 
pada penelitian sebelumnya, Santi Sinala 
telah menentukan kadar total flavonoid dan 
total polifenol yaitu 4,69% dan 6,64% 
Penelitian ini dilakukan untuk 
mengetahui potensi ekstrak etanol propolis 
dalam menangkap senyawa radikal atau 
kemampuannya sebagai  senyawa 
antioksidan menggunakan metode DPPH. 
Pengukuran aktivitas antioksidan dengan 
metode ini berdasarkan pada kemampuan 
suatu senyawa uji menangkap radikal dan 
mengurangi intensitas warna radikal DPPH 
yang diukur oleh spektrofotometer pada 
panjang gelombang yang telah ditentukan 
sebelumnya, yaitu 515 nm. Hal ini sesuai 
yang dikemukakan Molyneux (2004) bahwa 
panjang gelombang teoritis untuk 
pengukuran DPPH berkisar antara 515 nm – 
520 nm. DPPH adalah radikal bebas yang 
stabil dan digunakan untuk mengevaluasi 
peredaman radikal bebas pada bahan alam. 
Prinsip reaksi metode ini adalah DPPH akan 
tereduksi oleh proses donasi hidrogen atau 
elektron sehingga warnanya akan berubah 
dari violet ke kuning dengan perubahan 
intensitas warna yang sebanding dengan 
jumlah donasi elektron yang diikuti dengan 
penurunan absorbansi DPPH. (Dris dan Jain, 
2004 ). 
DPPH merupakan radikal yang 
cukup stabil. DPPH akan tereduksi oleh 
proses donasi hidrogen atau elektron dan 
warnanya akan berubah dari violet ke 
kuning. Senyawa yang dapat menyebabkan 
ini dapat dipertimbangkan sebagai 
antioksidan atau bahkan penangkap radikal. 
Oleh karena itu, DPPH  sangat penting 
digunakan untuk mengetahui aktivitas 
penangkapan radikal oleh senyawa 
polihidroksi aromatik. 
Dari Tabel 4.1 dan 4.2 dapat 
diketahui bahwa semakin tinggi konsentrasi 
sampel yang digunakan maka aktivitas 
antioksidan juga semakin besar, ditandai 
dengan berkurangnya intensitas warna 
menggambarkan penurunan konsentrasi 
DPPH yang diberi sampel. Semakin besar 
aktivitas peredaman radikal DPPH maka 
konsentrasi DPPH yang masih ada semakin 
kecil, sehingga nilai absorbansi yang 
dihasilkan semakin turun. 
Dari Gambar 2, menunjukkan 
bahwa adanya senyawa yang bersifat 
sebagai antioksidan seperti flavonoid dan 
vitamin C akan menangkap atau mereduksi 
radikal DPPH. Sebagai gantinya, molekul 
DPPH akan mendonorkan atom hidrogennya 
sehingga berubah menjadi difenil 
pikrilhidrazin yang  bersifat non radikal. 
Sisa molekul DPPH yang masih ada dapat 
dibaca serapannya oleh spektrofotometer 
pada panjang gelombang 515 nm yang 
ditandai dengan berkurangnya warna ungu 
dari radikal DPPH menjadi warna kuning 
pucat yaitu warna golongan pikril 
(Molyneux, 2004). 
Parameter yang digunakan untuk 
aktivitas antioksidan dengan metode 
penangkapan radikal DPPH ini adalah IC50. 
IC50  yakni konsentrasi senyawa uji yang 
dapat meredam radikal bebas sebanyak 50%. 
Semakin kecil nilai IC50 maka aktivitas 
peredaman radikal bebas semakin tinggi. 
Nilai IC50 diperoleh dari suatu persamaan 
regresi linier yang menyatakan hubungan 
antara konsentrasi senyawa uji dengan 
persen aktivitas antioksidan. 
Setelah diperoleh pengukuran 
persen inhibisi maka dibuat persamaan 
regresi linear pada aplikasi pengolah data 
Microsoft exel. Koefisen y pada persamaan 
linear bernilai 50 merupakan koefisien IC50, 
sedangkan koefisien x pada persamaan ini 
merupakan konsentrasi fraksi, dimana x 
yang diperoleh merupakan besar konsentrasi 
yang dibutuhkan untuk meredam aktivitas 
radikal DPPH. 
Berdasarkan hasil perhitungan IC50 
menunjukkan bahwa ekstrak etanol propolis 
memiliki aktivitas antioksidan 1216,66 ppm 
dan vitamin C sebesar 13,76 ppm. Menurut 
(Jun dkk, 2003), nilai (IC50 <50 ppm) 
menunjukkan kekuatan antioksidan sangat 
aktif, nilai (IC50 50-100 ppm) aktif, nilai 
(IC50 100-250 ppm) sedang, nilai (IC50 250-
500 ppm) lemah, dan nilai (IC50 >500 ppm) 
menunjukkan kekuatan antioksidan tidak 
aktif. Berdasarkan nilai IC50 yang dihasilkan 
maka ekstrak etanol propolis termasuk 
dalam kategori tidak aktif (IC50 1216,66 
ppm) sedangkan aktivitas antioksidan 
vitamin C termasuk dalam kategori sangat 
aktif (IC50 13,76 ppm).  
Hal ini menunjukkan bahwa 
ekstrak etanol propolis tidak aktif sebagai 
antioksidan. Kurangnya aktivitas 
antioksidan yang terukur dapat disebabkan 
oleh kemungkinan rusaknya senyawa yang 
bersifat antioksidan selama proses 
pemanasan sehingga tidak dapat 
menghambat radikal bebas DPPH secara 
optimal seiring dengan bertambahnya waktu 
pemanasan. Pada penelitian ini pemanasan 
dilakukan untuk mengeringkan ekstrak 
kental yang diperoleh dari proses fraksinasi. 
Oleh sebab itu diharapkan kepada peneliti 
selanjutnya agar menghindari pemanasan 
sehingga dapat meningkatkan potensi 
aktivitas antioksidan pada sampel yang diuji. 
 
KESIMPULAN 
 Dari hasil penelitian dapat 
disimpulkan bahwa ekstrak etanol propolis 
memiliki nilai IC50 sebesar 1216.66 µg/ml 
sehingga termasuk kategori tidak aktif 




Dari hasil penelitian ini disarankan 
untuk penelitian selanjutnya dilakukan 
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Tabel 1. Nilai rendamen dari ekstrak 
Ekstrak Berat (g) Rendamen (%) 
n- heksan 145,80  g 48,6 % 




Tabel 2. Hasil uji aktivitas antioksidan berdasarkan persentase peredaman dan IC50 ekstrak  




400 ppm 17.2977 % 
1230.55 ppm 
1216.66 ppm 
800 ppm 34.6123 % 
1200 ppm 53.5534 % 
1400 ppm 57.3570 % 
1600 ppm 63.1856 % 
1800 ppm 70.0336 % 
2000 ppm 75.4132 % 
II 
400 ppm 17.4991 % 
1204.57 ppm 
800 ppm 34.5943 % 
1200 ppm 51.1721 % 
1400 ppm 59.9317 % 
1600 ppm 66.6069 % 
1800 ppm 71.8074 % 
2000 ppm 77.0534 % 
III 
400 ppm 17.3909 % 
1214.88 ppm 
 
800 ppm 34.6250 % 
1200 ppm 53.5375 % 
1400 ppm 57.1666 % 
1600 ppm 64.1525 % 
1800 ppm 72.1573 % 
2000 ppm 76.9039 % 
  Sumber : Data primer 2018 
 
 
Tabel 3. Hasil uji aktivitas antioksidan berdasarkan persentase peredaman dan IC50 Vitamin C 
 
Konsentrasi % peredaman IC50 
5 ppm 25,5049 % 
13.7658 ppm 
10 ppm 38, 6815 % 
15 ppm 52,6405 % 
20 ppm 68,6500 % 
        Sumber : Data primer 2018 
 
 
 
 
